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RESUMEN 
 
Se extrajeron los ácidos fúlvicos de una muestra pulverizada de un carbón lignito 
suministrado por la empresa Biotropic Ltda, proveniente de una mina situada en 
las fronteras entre Boyacá y Santander, empleando los métodos:  a) Run-cang 
sun, en donde a la muestra se le realiza una extracción soxhlet con una mezcla de 
solvente tolueno/etanol en relación volumétrica 2:1, a una temperatura de 
operación de 110°C,  como parámetro indicador de la concentración de solubles, 
en el solvente se utiliza el índice de refracción, sacando muestras a diferentes 
tiempos.  Una vez extraídos los compuestos solubles, el solvente es recuperado 
en un rota-evaporador separando la lignina y las sustancias húmicas;  al residuo 
se agrega agua en una relación volumétrica 1:4 y se agita constantemente por una 
hora a 60 ºC, esta mezcla se filtra con lavados de etanol/agua en relación 
volumétrica 2:1 y allí se obtienen los probables ácidos fúlvicos en solución,  que 
luego se precipitan. (1)   b) NaOH con quelación realizada por AlCl3 y FeCl3, en 
donde se toma una muestra de un carbón lignito, y se agrega  NaOH,  en 
presencia de NaCl  3%  ajustando el pH a 14,   se agita  y  luego de reposo por 24 
horas, se forman  dos fases, una de ella con la probable mezcla de  ácidos 
húmicos y ácidos fúlvicos, que se lleva a pH 1 con HCl  para separar por 
precipitación los posibles ácidos húmicos y obtener en solución los posibles ácidos 
fúlvicos, que luego se precipitan con AlCl3 y FeCl3. (2) 
 
A los extractos obtenidos por cada uno de los métodos, se determinó la capacidad 
antioxidante utilizando la técnica de decoloración del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), el cual tiene la capacidad de reducirse frente a los 
hidrógenos aportados por sustancias que son antioxidantes, que conlleva a una 
decoloración que puede ser medida en un espectrofotómetro para realizar una 
cuantificación y eficiencia antioxidante. Obteniéndose para los posibles ácidos 
fúlvicos extraídos por el método de Run-Can Sun una actividad antioxidante con 
 14 
 
un porcentaje de inhibición del 78,9% y para los posibles ácidos fúlvicos extraídos 
por NaOH se obtuvo un 68,6% de inhibición en su actividad antioxidante.    
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ABSTRACT 
 
Fulvic acids were extracted from a powdered sample of coal supplied by the 
company lignite Biotropic Ltd., from a mine located on the borders between Boyacá 
and Santander, using the methods: a) Run-Cang Sun, where the sample is it 
performs a soxhlet extraction with a solvent mixture of toluene / ethanol 2:1 
volumetric ratio, at an operating temperature of 110 ° C, as a parameter indicator 
of the concentration of soluble solvent is used in the refractive index, 
taking samples at different times. After removing the soluble compounds, the 
solvent is recovered in a rotation evaporator separating lignin and humic 
substances, the residue was added water in a volumetric ratio of 1:4 and stirred 
constantly for one hour at 60 ° C, this mixture was filtered washed ethanol / water 
in volumetric ratio 2:1 and there are obtained the likely fulvic acids in solution, 
which is then precipitated. (1) b) NaOH chelation by AlCl3 and FeCl3, wherein a 
sample of a lignite coal, and NaOH is added in the presence of 3% NaCl adjusting 
pH to 14, stirred and then stand for 24 hours, will form two phases, one of them 
with the probable mixture of humic and fulvic acids, which leads to pH 1 with HCl to 
precipitate out potential obtained from humic and fulvic acids possible solution, 
which then precipitated with AlCl3 and FeCl3. (2) 
                            
In the extracts obtained by each method, the antioxidant capacity was determined 
using the technique of bleaching radical 2,2-diphenyl-1-picrilhidracilo (DPPH) which 
is capable of being reduced versus the hydrogen produced by substances which 
are antioxidants, leading to a discoloration that can be measured in a 
spectrophotometer for quantification and antioxidant efficiency. Obtained for 
potential fulvic acids extracted by the method of Sun Run-Can antioxidant activity 
with a percentage inhibition of 78.9% and for the possible fulvic acids extracted by 
NaOH yielded a 68.6% inhibition in its antioxidant activity. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
El ácido fúlvico es derivado de sustancias húmicas, donde el ácido fúlvico es el 
vínculo entre lo vivo y no vivo en la naturaleza, estas extraordinarias sustancias 
son obtenidas por la descomposición de plantas y animales. (3) 
Cuando las cantidades adecuadas de sustancias húmicas se disuelven en el agua 
estas se reestructuran molecularmente formando unas moléculas piramidales, que 
han demostrando tener propiedades medicinales. Cantidades pequeñas de ácido 
fúlvico transforman la estructura molecular del agua, por lo que es intensamente 
más activo y penetrable, a pesar de su sencillez ya que es una sustancia natural, 
aun no se ha podido sintetizar ya que es altamente compleja, se ha  descubierto 
que estos ácidos son pequeños fragmentos de ADN de antiguas generaciones de 
plantas y animales. (3)(4)(5) 
Wolf,  a través de investigaciones realizadas  consideró que los ácidos fúlvicos son 
la esencia de la madre tierra, dirigida a dar vida, energía, salud, inmunidad a la 
intoxicación de productos de desechos y estimula la producción de citocinas, 
linfocitos, macrófagos y células T, el interferón-gamma alfa y beta. (3)(4)(6)  
Los ácidos fúlvicos son queladores y potentes regeneradores mejorando la 
permeabilidad del aparato digestivo, circulatorio, el mejor suministro de electrolitos 
vitales, el mejor catalizador de reacciones enzimáticas y transporte de nutrientes, 
reduce la presión arterial, desequilibrio de la tiroides, enfermedades neurológicas, 
etc., este descubrimiento es el más importante en la historia de la salud y la 
medicina.(3) 
En el presente estudio se hace una descripción de los ácidos fúlvicos y su 
procedencia, los estudios químicos y biológicos realizados empleando estas 
sustancias, se finaliza con una descripción de la metodología empleada para el 
desarrollo del estudio, los resultados hallados y las conclusiones a las que se llegó 
a través del mismo. 
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1. JUSTIFICACIÓN 
 
Colombia es un país rico en carbón  a nivel latino americano es el país que posee 
las mayores reservas  (7),   sin embargo en el país las reservas existentes no solo 
son de carbón de alto rango (térmico) también existen grandes reservas de carbón 
de bajo rango, entre los que se encuentra el  lignito  que es un carbón mineral que 
se forma por compresión de la turba, convirtiéndose en una sustancia 
desmenuzable en la que aún se pueden reconocer algunas estructuras vegetales.   
El lignito es un combustible de calidad intermedia entre el carbón de turba y el 
carbón bituminoso, no es tan empleado para la industria térmica debido sus altos 
niveles de impurezas, estos carbones de bajo rango presentan alta humedad, 
sustancias volátiles, cenizas y bajo contenido de carbono fijo en consecuencia no 
son usualmente utilizados para la obtención de energía debido su bajo poder 
calorífico. (8)   
 
Se ha demostrado que los carbones de bajo rango  pueden transformarse 
mediante licuefacción para obtener combustibles limpios y diversas sustancias 
como materia prima con valor agregado en la industria química, farmacéutica, o 
para aplicaciones ambientales (9),  la aplicación más conocida es la extracción de 
las sustancias húmicas para su utilización como acondicionadores orgánicos del 
suelo (10), estimuladores del crecimiento y desarrollo vegetal (11), o como 
coadyudantes en procesos de fitorremediación de suelos contaminados, todo esto 
debido a las grandes cantidades de ácidos húmicos y ácidos fúlvicos que  son los 
que le confieren estas propiedades renovadoras; por tanto  es importante estudiar 
estas sustancias, analizar sus propiedades químicas y biológicas y entender como 
son capaces de tener estos efectos sobre la naturaleza. (12)  
 
Debido a que los carbones de bajo rango poseen características que los pueden 
hacer benéficos para la salud gracias a las propiedades de las sustancias húmicas 
que estos tienen en  altos contenidos,  y  teniendo en cuenta las condiciones de 
 18 
 
vida hoy en día, por los diferentes ambientes y grados de contaminación es 
necesario buscar nuevas alternativas.  En el presente trabajo se pretende analizar 
la capacidad antioxidante que poseen los ácidos fúlvicos obtenidos de carbón 
lignito, y así verificar si es posible que este tipo de sustancias puedan emplearse 
como principio activo de preparados magistrales en industrias farmacéuticas o 
cosméticas de acuerdo a la actividad determinada.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1  OBJETIVO GENERAL 
 
Extraer y comparar los ácidos fúlvicos  de carbón lignito  empleando las técnicas 
de Run-Can Sun  y  NaOH y determinar su capacidad antioxidante. 
 
2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Extraer ácidos fúlvicos por el método de Run-Can Sun y el método de 
NaOH. 
 
• Realizar una comparación entre los métodos de extracción de ácidos 
fúlvicos con Run-Can Sun y NaOH. 
 
• Evaluar la Capacidad antioxidante  de los extractos obtenidos frente al 
método del radical DPPH·. 
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3. ESTADO DEL ARTE 
 
3.1 SUSTANCIAS HÚMICAS 
  
Las sustancias húmicas son probablemente los materiales de carácter orgánico 
más ampliamente distribuidos en la naturaleza, representando aproximadamente 
el 50 % de la materia orgánica total del suelo. (13)  El origen de las sustancias 
húmicas se ha tratado de explicar históricamente mediante diversas teorías, las 
cuales se basan por un lado en la procedencia de los materiales de partida de la 
materia orgánica, que pueden ser tanto de origen vegetal como microbiológico, y 
por otro, de una compleja combinación de reacciones influenciadas por muchos 
factores tanto  químicos, biológicos y ambientales. (14) 
 
La estructura de las sustancias húmicas provenientes del carbón son mucho más 
complejas que las estructuras de las sustancias húmicas provenientes de los 
suelos debido al proceso de carbonificación. La composición de las sustancias 
húmicas varía dependiendo del carbón de donde provengan; ni siquiera la 
composición porcentual de sus componentes es definida.  Están formadas por 
compuestos altamente polimerizados, de alto peso molecular, con excelentes 
propiedades coloidales e hidrofílicas, con alta capacidad de intercambio catiónico 
(CIC), una gran cantidad de grupos ácidos y constituidos especialmente por 
carbono, hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. (15) 
 
3.2 CLASIFICACIÓN DE SUSTANCIAS HÚMICAS 
 
Debido a su origen, constitución y propiedades (Fig. 1) pueden clasificarse de 
formas muy diversas atendiendo a variados criterios. La primera clasificación 
podría estar relacionada con la zona de los diferentes ecosistemas donde se 
localizan, agua, suelo o carbón  ya que no tienen propiedades similares. (14)  
Según la solubilidad en medio ácido y/o alcalino, las sustancias húmicas 
(independientemente de su origen) pueden dividirse en tres fracciones: 
 21 
 
Ácidos Húmicos (AH): Extraíbles en medio alcalino y que precipitan al acidificar.  
La  base  de  su  estructura  está  formada  por  un  gran  grupo  de  estructuras 
aromáticas y cadenas alifáticas. Poseen diversos grupos funcionales tales como 
hidroxilos, carboxilos, metoxilos, fenólicos, etc. Son de color pardo oscuro y peso 
molecular muy alto.  Ácidos Fúlvicos (AF): Extraíble en medio alcalino y cuyos 
componentes permanecen en disolución después de acidificar el extracto. Poseen 
una estructura relativamente similar a la de los AH pero con un menor peso 
molecular.  Huminas: No son extraíbles con disoluciones alcalinas. Debido tanto a 
su insolubilidad como a su naturaleza macromolecular, dependiendo de la 
naturaleza del material húmico, se considera en general que las huminas poseen 
una estructura muy similar a la de los AH, tanto por su composición elemental 
como por su contenido en grupos funcionales. (14) 
 
Figura 1. Propiedades de las Sustancias Húmicas. 
 
Tomado de http://compostandociencia.blogspot.com/2008/09/antecedentes-histricos-y-origen-de-
las.html). 
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3.3 ÁCIDOS FÚLVICOS 
 
Los  Ácidos  Fúlvicos  son   una sustancia amarilla, extremadamente bioactiva, son 
la parte   más  activa del humus,  de   bajo   peso  molecular   producto   final de   
la   descomposición   de   materia   viva,   la   cual   es   fácilmente   soluble   al   
agua,   soluble   en   (ácido y base),   y    en    todos   los    niveles   de    pH,   a  
diferencia   de   los Ácidos   húmicos   que   no son   solubles   en   pH   ácido.  
Esto   ocasiona,   por   ejemplo,   que   el   calcio se precipite en  presencia  de  
Ácidos  Húmicos,  mientras  que se mantiene en solución en presencia de Ácidos 
Fúlvicos. (16) 
 
Son una fracción de las sustancias húmicas, estas  forman un complejo sistema de 
macromoléculas cubriendo un amplio rango de pesos moleculares  el intervalo 
usual para los ácidos fúlvicos va de 500 a 2.000, su contenido de carbono es de 
un 40 a un 50%, el contenido en nitrógeno va de un 0.8% a un 3%, el contenido en 
oxígeno es mayor en los ácidos fúlvicos que los húmicos: de un 44 a un 50%, y la 
acidez total es mucho mayor en los ácidos fúlvicos que en los húmicos: de 6,4 a 
14,2 meq/g. (17) 
 
La reactividad de los ácidos fúlvicos se debe básicamente a un alto contenido en 
grupos funcionales oxigenados (Graf. 1),  este contenido parece ser mayor que en 
cualquier otro polímero orgánico presente en la naturaleza, debido precisamente a 
esto, la capacidad secuestrante de metales es mucho más elevado en los ácidos 
fúlvicos.  (17) 
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Gráfica 1. Grupos funcionales en Ácidos Fúlvicos y Húmicos. 
       
           Tomado de Libro El origen de los Suelos. (18) 
 
Estos ácidos tienen la propiedad de formar compuestos de muy bajo peso 
molecular con iones de carga positiva, un proceso conocido como quelación.  Los 
compuestos quelados de minerales, son altamente absorbibles por las plantas y 
animales. Este proceso de quelación natural, permite a las plantas almacenar, 
tanto vitaminas como minerales.  La cantidad de minerales iónicos absorbidos por 
los seres humanos, cuando se encuentran en combinación con ácido fúlvico, es 
mucho mayor que la absorción que se logra mediante la utilización de tabletas 
tradicionales. Esto constituye una de las ventajas primordiales de los minerales 
coloidales. (19) 
El estudio de  los Ácidos Fúlvicos se ha realizado a través de los años con mucha 
inquietud.  La complejidad y diversidad en la estructura de estos compuestos han 
hecho que a lo largo del tiempo se les interprete de diferente manera. De acuerdo 
a investigaciones realizadas, no existe una estructura única (Fig. 2), sin embargo, 
entre su variada composición se han encontrado que tienen menor peso molecular 
que los Ácidos Húmicos, que también están menos polimerizados y contienen una 
mayor proporción de cadenas alifáticas, a la vez que son más ricos en grupos 
fenólicos, hidroxílicos, carboxílicos y cetónicos.  (17) 
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Figura 2. Estructuras hipotéticas de Ácidos Fúlvicos, propuestas por (a) Schnitzer y Khan 
(18), (b) Bergmann (19), (c) Buffle (1), (d) Manahan (20) y (e) Bersbo (21). 
 
(a) 
 
(b) 
       
(c) 
        
(d) 
                                 
(e) 
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3.3.1 Formación y Composición de los Ácidos Fúlvicos.  El primer intento en 
aislar las sustancias húmicas se remonta al año de 1786 cuando Achard trató una 
muestra de suelos con base y extrajo un líquido oscuro que precipitaba al 
acidificarlo. En la primera mitad del siglo XIX Berzelius extrajo lo que él llamó el 
ácido manantial de las aguas de una fuente mineral de extractos acuosos de suelo 
mantilloso. Las investigaciones de Berzelius fueron continuadas por sus 
colaboradores, en especial por  Mulder quien realizó la primera clasificación de los 
ácidos húmicos  y fúlvicos según su solubilidad. (22) 
En los últimos años del siglo XIX se estableció que los materiales húmicos eran 
una mezcla compleja de sustancias orgánicas coloidales y de naturaleza ácida, 
aunque persistía la idea de que cada uno de ellos tenía una fórmula química 
específica. A comienzos del siglo XX,  Oden realizó una clasificación muy parecida 
a la actual: carbón húmico, ácidos húmicos, ácidos fúlvicos y ácido 
himatomelánico. (23) 
En la década de los 30, Fuchs desarrolló técnicas sobre carbones y sus Fúlvicos y 
Ácidos Húmicos (especialmente la determinación de grupos carboxilos y 
fenólicos). (24) 
En el año de 1966 ya se empezó a hablar de polielectrolitos de elevado peso 
molecular. Según Khan y Schnitzer en 1972, una molécula de Ácidos Húmicos 
consiste en una serie de micelas poliméricas cuya estructura básica es un anillo 
aromático de di ó trihidroxifenol, enlazados por grupos éster, metileno, amino o 
sulfuro, que contienen hidroxilos libres y enlaces dobles de tipo quinona. (25) 
 
Se han propuesto varias rutas por las cuales se forman las Sustancias Húmicas a 
partir del decaimiento natural de plantas y animales que yacen en el suelo.  Sin 
embargo, solo dos de los mecanismos propuestos especifican la formación de los 
Ácidos Fúlvicos. (15)  
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La teoría enunciada por Waksman dice que las Sustancias Húmicas son el 
resultado de modificaciones hechas a estructuras de lignina (Fig. 3) que es 
utilizada de forma incompleta por microorganismos, generando con ello residuos 
que terminan siendo parte del humus del suelo, estas modificaciones involucran la 
pérdida de grupos metoxilo (-OCH3 )  y la generación de o-hidroxifenoles, así como 
la oxidación de cadenas alifáticas laterales que generan grupos –COOH.  El 
material modificado esta sujeto a cambios aún desconocidos que dan origen a los 
Ácidos Húmicos y a los Ácidos Fúlvicos. (26) 
 
Figura 3. Teoría de la formación de Sustancias Húmicas a partir de la Lignina según 
Waksman. (26) 
 
        
 
Otras rutas fueron propuestas por Stevenson y hoy en día  muchos investigadores 
están a favor de ellas, en donde se involucran quinonas.  En la ruta (a) (Fig. 4) no 
se contempla la formación de Ácidos Fúlvicos, sin embargo  la ruta (b) (Fig. 4) 
muestra que los ácidos y aldehídos fenólicos son liberados a partir de la lignina 
durante la degradación microbiana y posteriormente transformados a polifenoles, 
estos formados sufren posteriormente una conversión enzimática a quinonas, las 
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cuales polimerizan en presencia  o ausencia de compuestos amino para formar 
moléculas de Ácidos Húmicos o Ácidos Fúlvicos. (19) 
 
Figura 4. Rutas de formación de humus propuestas por Stevenson (a) y (b) basadas en la 
formación de quinonas. (19) 
 
           
                                                            Ruta (a)   
 
 
 
                                                                Ruta (b) 
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Se ha propuesto que los tres caminos pueden suceder en cualquier tipo de suelo 
pero no en la misma proporción ni en el mismo orden de importancia.  La teoría de 
la lignina podría predominar en suelos pobremente drenados, así como en 
sedimentos lodosos.  En cambio en ecosistemas con frecuentes y extremas 
fluctuaciones de temperatura, humedad e irradiación de la superficie del suelo, se 
podría favorecer la condensación de amino compuestos a partir de azúcares. (19) 
 
3.4 PROPIEDADES Y APLICACIONES DE LOS ÁCIDOS FÚLVICOS 
 
Los Ácidos  Fúlvicos  son de gran importancia en los cultivos, ya que evitan que 
las tierras se compacten; ayudan a transferir nutrientes del suelo a la planta, 
aumentan la capacidad de retención de agua, incrementan la velocidad de 
germinación de las semillas y estimulan la proliferación de la microflora presente 
en el suelo. (27) 
 
3.5  ESTUDIOS QUÍMICOS SOBRE LOS ÁCIDOS FÚLVICOS   
 
Se han realizado estudios de ácidos fúlvicos donde incluyen la complejación con 
metales por medio de electroforesis capilar (EC), desde identificar las mejores 
condiciones a utilizar para encontrar el mejor método electroforético hasta la 
obtención de diversas familias de electroferogramas que muestran los cambios 
que van sufriendo las señales tanto de los ácidos fúlvicos como de los metales 
durante su complejación. (2) 
 
También se han realizado caracterizaciones de ácidos fúlvicos extraídos de dos 
horizontes de una turbera minerotrófica, estudiando sus propiedades ácido base 
recurriendo a las técnicas de espectroscopia, UV-vis, FTIR, RMN de 13C, análisis 
elemental y valoraciones potenciométricas. (6) 
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Otro estudio importante se realizó  a ácidos fúlvicos del horizonte superficial y de 
un horizonte más profundo (>45 cm) de dos suelos ácidos de bosque, 
desarrollados sobre anfibolitas y granitos (Umbrisol y Andisol, respectivamente), 
bajo cinco tipos de vegetación diferentes. Para la determinación de la estructura 
química se empleó el análisis elemental, y espectroscopias UV-vis y RMN. Al 
aumentar la profundidad disminuye la concentración de ácido húmico en el suelo, 
mientras que aumenta la de ácido fúlvico. Las sustancias húmicas extraídas del 
suelo 1 tienen mayor % de C, un contenido en C alifático más alto y mayor 
concentración de N que los extraídos del suelo 2. El contenido en O-C alifático 
disminuye al aumentar la profundidad. El efecto más acusado de la profundidad se 
refleja en el aumento del contenido en C carbonílico, en especial en el contenido 
en grupos carboxilo. (8) 
 
3.6  ESTUDIOS DE ACTIVIDADES BIOLÓGICAS EN ÁCIDOS FÚLVICOS 
 
Masas de células embriogénicas (ECM) de Abies cephalonica fueron cultivadas en 
medios de proliferación en presencia y ausencia del ácido fúlvico (AF), cuya 
composición molecular y la rigidez conformacional fueron evaluadas por CPMAS  
espectroscopía C RMN. Para evaluar los efectos fisiológicos de este material 
húmico durante las etapas de proliferación y maduración de la embriogénesis 
somática (SE), la tasa de proliferación, la proporción de los sucesivos estadios de 
desarrollo a favor de las masas embriogénicas (PEM), ATP celular y la glucosa-6-
fosfato fueron evaluados a intervalos regulares. Los ácidos fúlvicos aumentaron la 
tasa de proliferación, especialmente durante los primeros días de muestreo, y el 
porcentaje de PEM en su etapa avanzada de desarrollo celular ATP y glucosa-6-
phospahte se incrementaron en pre-tratamiento con ácidos fúlvicos durante la fase 
de maduración.  Aquí sugieren que la influencia de los ácidos fúlvicos en ECM se 
puede atribuir a específicas moléculas bioactivas que son preferentemente 
liberadas de la superestructura del ácido fúlvico suelto. (9) 
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La adsorción de ácidos húmicos y ácidos fúlvicos en  Bacillus subtilis células y la 
biomasa de lodos activados se estudió como una función del pH y tiempo de 
incubación. La adsorción de ácidos húmicos y ácidos fúlvicos era fuertemente 
dependiente del pH y siguió la misma tendencia en ambas superficies, 
aumentando de una forma sigmoidal con la disminución del pH en el rango de pH 
de 2-10. Este comportamiento se explica en términos de interacciones hidrofóbicas 
entre la biomasa descargada y sin carga, y los ácidos húmicos y fúlvicos. En 
contraste, la adsorción de fenol en B. subtilis células y la biomasa de lodos 
activados mostró en ambos casos un pH óptimo en torno a 7,0. Este valor óptimo 
puede ser interpretado en términos de una combinación de interacciones 
hidrofóbicas y enlaces de hidrógeno entre los grupos fenol no  disociado y polar  
en las paredes celulares. (10) 
 
3.7 EXTRACCIÓN 
 
La extracción es el primer paso para aislar y caracterizar las sustancias fúlvicas y 
húmicas, debiéndose extraer en la forma menos inalterada posible y evitando la 
co-extracción de otro tipo de sustancias con características no húmicas tales como 
carbohidratos, grasas y aminoácidos, que interfieren su  correcta caracterización 
(11)  
 
3.7.1  Factores que influyen en la extracción.  
 
3.7.1.1 Concentración y tipo de extractante. Uno de los parámetros que influye 
de modo importante en la solubilidad de la materia orgánica de sustratos 
orgánicos es el tipo de extractante: (12) 
 
❖ De todos los extractantes empleados es el NaOH 0,1 M el que más se ha 
utilizado, ya que permite obtener altos rendimientos. Este extractante ha sido 
usado por numerosos investigadores tales como Giusquiani y col. (1994) (12) 
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❖ El Na4P2O7  0,1 M se ha utilizado para la solubilización de sustancias 
húmicas, consiguiéndose generalmente menores rendimientos de extracción 
que con los extractantes alcalinos, tal y como comprobaron García y col. 
(1993) trabajando con turba. (28)       
 
❖ Otro extractante empleado con frecuencia es la mezcla NaOH-Na4P2O7 a 
concentración 0,1 M, que ha sido aplicada tanto sobre suelos (Tomar y col., 
1992) como sobre turbas. (29) 
 
❖ Se ha experimentado la concentración 1 M, pero en este caso con KOH, como 
es el caso de Ouatmane (2000). (30) 
 
3.7.1.2 Relación de extracción.  Otro de los factores que puede afectar a la 
solubilidad de la materia orgánica es la relación de extracción (P/V), que relaciona 
el peso de sustrato y el volumen del agente extractante utilizado, ya que influye en 
la concentración de la materia orgánica líquida que puede obtenerse en el proceso 
de extracción.  En la obtención de sustancias húmicas de materiales muy ricos en 
materia orgánica tales como turbas, lignitos, estiércoles y compost, el valor del 
P/V, peso del sustrato en relación con el volumen del extractante generalmente 
más utilizado ha sido 1/20. (31) 
 
3.7.1.3 Tiempo de extracción.  El tiempo utilizado en la extracción ha sido objeto 
de muchas investigaciones dependiendo del material orgánico. Cegarra (1978) 
estudió la influencia de este factor y observó que, a medida que aumentaba el 
tiempo de extracción desde 0,5 hasta 24 horas, también lo hacía el porcentaje de 
carbono extraído a partir de turba y un estiércol ovino. Sánchez-Monedero y col. 
(1996) utilizaron un tiempo de extracción de 4 horas sobre lignitos, estiércoles y 
compost,  mientras que Francioso y col. (1998) emplearon 6 horas para turba, y 
García y col. (1993b) 12 horas para lignito. (32) 
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3.7.1.4 Temperatura de extracción. En sustratos ricos en materia orgánica como 
estiércoles, turbas, lignitos y compost, el rendimiento de extracción dependerá en 
gran medida de las condiciones en las que se trabaje, siendo la temperatura un 
factor relevante. En general, los estudios realizados demostraron  que el 
incremento de temperatura durante la extracción, independientemente del sustrato 
y del extractante utilizado, incrementa el rendimiento de extracción. (33)(34) 
 
3.7.2 Materiales utilizables como fuentes de sustancias húmicas. El sustrato 
tradicionalmente utilizado por excelencia para el aislamiento y caracterización de 
sustancias húmicas ha  sido el suelo. No obstante, hay gran cantidad de 
materiales que también son susceptibles de ser usados como materia prima para 
el estudio de las sustancias húmicas, entre los que cabe citar carbones fósiles, 
turbas, estiércoles y compost. (25) 
Los mayores estudios realizados alrededor del planeta en sustancias húmicas, se 
han hecho en suelos, aunque en carbón también se han realizado pero con menor 
intensidad. En Colombia, la Universidad Nacional ha realizado extracciones a 
carbones sub bituminosos y unos pocos bituminosos; sus resultados muestran 
buenos rendimientos de extracción. (35) 
 
3.8 CARBONES 
 
Son materiales que se han formado gracias a la acumulación de grandes 
cantidades  de  sedimentos  de  origen  vegetal  y  la  subsiguiente  
descomposición  y consolidación de los mismos durante largos  periodos de 
tiempo. Se puede distinguir dos etapas en la formación de estos materiales. En 
una primera fase se formaron los depósitos de turba y en una segunda, estos 
depósitos se cubrieron por sedimentos y fueron sometidos a altas temperaturas 
(>200 ºC) y grandes presiones tectónicas. A lo largo de los distintos períodos 
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geológicos, se produjeron sucesivamente formaciones de lignito y carbones 
pardos, carbones bituminosos y finalmente antracita. (25) 
 
3.8.1  Lignito.  Variedad del carbón de calidad intermedia entre el carbón de turba 
y el bituminoso (fig 5), es un mineral geológico que no es considerado mineral en 
todo su sentido sino que es un mineraloide, fue formado de la carbonización de 
madera bajo presiones extremas. Suele tener color negro pardo y estructura 
fibrosa o leñosa. Tiene capacidad calorífica inferior (17200 KJ/Kg) a la del carbón 
común debido al contenido en agua (43,4%) y bajo de carbono (37,8%). El alto 
contenido de materia volátil (18,8%) provoca la desintegración del lignito expuesto 
al aire. (36) 
 
                                             Figura 5. Carbón Lignito 
                               
                               Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012       
 
El lignito puede considerarse como un carbón de bajo rango, clasificable entre los 
carbones pardos, de color entre pardo y  negro, mientras que el carbón 
leonardítico (debe considerarse como una forma oxidada de carbones del tipo del 
lignito. (25) 
 
3.8.2 Carbón Leonardítico.  La formación de la leonardita se remonta a la era 
carbonífera del Paleozoico, cerca de 280 millones de años atrás. La amplia y 
jugosa vegetación existente fue destruida y carbonizada, pero en ese proceso 
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fueron exprimidos los ricos jugos orgánicos formando originalmente lagunas de 
poca   profundidad   que  también  se  carbonizaron  dando  origen  a  la  
leonardita.  La masa fibrosa se transformó en carbón encima del cual se formó la 
delgada capa de leonardita. A través de los millones de años de su formación, la 
leonardita ha estado sujeta a toda clase de acciones físicas y químicas, como 
también microbiológicas, para llegar a su forma y composición actual (fig 6). La 
Leonardita es una forma oxidada del lignito; debido a esto en su composición 
predominan las sales de ácidos húmicos y fúlvicos; y su color es marrón oscuro.  
(37)                                      
 
A continuación se muestra posible  estructura de la leonardita según Schulten (38)  
y M. Schnitzer. (39) 
Figura 6. Posible estructura de la Leonardita (45)(46) 
 
  Fuente: http://www.springerlink.com/content/c327430g276456n4/ 
 
Es  llamada  así  en  homenaje  al  Dr.  A.G.  Leonard,  el  primer director del 
Servicio Geológico del Estado de Dakota del Norte y primer científico que estudió 
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las propiedades de esa sustancia, encontrada en Dakota del Norte, la leonardita, 
encontrada tiene un grado de pureza del 70 al 90 %, mientras que los de otra 
procedencia se encuentran entre el  50 o 55%, pero, incluso, es probable que no 
existan dos moléculas exactamente iguales, aún si vienen del mismo lugar de la 
misma mina. (40)   
 
3.8.2.1 Importancia.  Se ha dicho que los ácidos húmicos son la quinta esencia 
del humus, y entre los ácidos húmicos formados en muchas partes del mundo se 
destaca la leonardita cuya formación tomó 280 millones de años. Pero lo más 
importante es su profundo efecto sobre la salud del suelo y la vitalidad del cultivo, 
hechos que se traducen en rendimientos más abundantes y cosechas sanas y de 
óptima calidad. (40) 
 
La leonardita es el único material húmico en el mundo con un grado de pureza 
promedio del 80 por ciento.  Esto permite que el material sea aplicado 
directamente  sin temor de contaminar el suelo con metales pesados u otras 
sustancias tóxicas. (23) 
 
Gracias a su material de origen (ricos éteres y ésteres orgánicos de la vegetación 
jugosa del paleozóico) y su formación a través de tantos millones de años, la 
leonardita se distingue por su excepcional actividad biológica que 
demostrablemente es superior a las sustancias húmicas provenientes de otras 
fuentes. (41) 
 
3.9  ANTIOXIDANTES 
 
Los antioxidantes son  sustancias que pueden  neutralizar la acción oxidante de 
los radicales libres por la liberación de electrones, que  son captados por los 
radicales libres, cumpliendo una función preventiva en el desarrollo del 
envejecimiento y de ciertas enfermedades neurodegenerativas.   El antioxidante, 
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al interactuar con el radical libre le cede un electrón, debilitando su acción y en 
algunos casos, como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la 
acción de otros antioxidantes. (42) 
 
Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que tienen un electrón 
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos, puesto que tienden a captar un 
electrón de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad. Una vez que 
el radical libre ha conseguido sustraer el electrón que necesita, la molécula estable 
que lo cede se convierte a su vez en un nuevo radical libre por quedar con un 
electrón desapareado, iniciándose así una verdadera reacción en cadena que 
puede eventualmente destruir las células. (43) 
 
La vida media biológica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la 
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando gran 
daño a biomoléculas, membranas celulares y tejido. (44)  
 
Los radicales libres en cantidades moderadas tienen importantes efectos 
fisiológicos como la regulación de la respuesta inmunológica de defensa 
(inactivación de virus, eliminación de bacterias u hongos), están involucrados en 
muchas procesos químicos importantes, como el deterioro de los alimentos; por lo 
que deben ser considerados como benéficos o tóxicos dependiendo de su 
concentración y de los mecanismos antioxidantes que los producen. (45)  
 
Los radicales libres se producen continuamente en el organismo por medio de 
reacciones bioquímicas de oxido reducción con oxígeno (REDOX), que tienen 
lugar en el metabolismo normal de las células, por los fagocitos, en una reacción 
inflamatoria controlada y también en ocasiones, como respuesta a la exposición 
de radiaciones ionizantes, rayos ultravioletas, contaminación ambiental, humo de 
cigarrillo, exceso de ejercicio e isquemia. (46) 
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Debido a este aumento incontrolado de radicales libres, el cuerpo hace uso de los 
antioxidantes como sistema de protección. Estos sistemas incluyen antioxidantes 
producidos en el cuerpo (endógenas) y otros obtenidos de la dieta (exógeno); los 
primeros incluyen las defensas enzimáticas: superóxido dismutasa (transforma el 
oxígeno en peróxido de hidrógeno), glutatión peroxidasa (convierte el peróxido de 
hidrógeno y los peróxidos lipídicos en moléculas inofensivas antes de que puedan 
formar radicales libres). (46) 
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4. METODOLOGÍA 
 
Este diseño metodológico se realizó con la extracción de Ácidos Fúlvicos  de 
carbón lignito por dos métodos  empleando las técnicas de NaOH y Run-Can Sun, 
además  se investigó  su acción antioxidante. 
 
4.1  RECINTO EXPERIMENTAL 
Los ensayos se realizaron en los laboratorios de la Corporación Tecnológica de 
Bogotá  (Fig. 7) y en los laboratorios del Instituto Geográfico Agustín Codazzi 
(Fig.8) 
              Figura 7.   Laboratorios de la Corporación Tecnológica de Bogotá 
                                                  
                                                                                                                                   Tomado de: http://www.ctb.edu.co/portalctb/  
 
Figura 8.  Laboratorios del Instituto Geográfico Agustín Codazzi 
 
 
                                             
                                              Tomado de: www.igac.gov.co:10040/.../ 
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4.2  TOMA DE MUESTRA DE CARBÓN LIGNITO 
 
La muestra de carbón lignito  analizada,  fue aportada por la empresa BIOTROPIC 
LTDA, de una mina de su propiedad que se encuentra en inmediaciones de la 
frontera noroccidental entre Boyacá y Santander, la muestra fue entregada 
pulverizada,  tamaño de partícula de 250 µm (tamiz No.60), lista para ser 
analizada, en la Tabla No. 1 y No. 2 se describen los resultados obtenidos en  
cuanto a su composición de la muestra analizada. 
 
 
 
 
 
 
Tabla No. 1 Composición del Carbón 
PARAMETRO EVALUADO RESULTADO OBTENIDO 
Carbono Fijo 47% 
Materia Volátil 38% 
Humedad 15% 
Nitrógeno 1,2% 
Fuente: Grupo de investigación de carbones.  2012 
 
Tabla No. 2 Análisis realizado al  Carbón de la empresa Biotropic Ltda  
PARÁMETRO RESULTADO UNIDADES MÉTODO ANÁLITICO 
Carbono orgánico oxidable total 53,3 % WALKLEY BLACK (NTC 5167) 
Fuente: Ficha Técnica Laboratorio Agrilab para Biotropic Ltda (Anexo 1) 
4.3  MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 
 
 
 
 
 
 
Existen varias técnicas extractivas, las cuales se emplean dependiendo la 
naturaleza de la muestra que se vaya a tratar.  Los métodos de extracción 
empleados en este trabajo fueron los siguientes: 
 
4.3.1 Aislamiento y Extracción de posibles Ácidos Fúlvicos por el Método de 
Run-Can Sun 
 
A una muestra de 50 g de un carbón lignito, se realizó una extracción soxhlet, con 
350 ml de  solvente propuesto en el método de Run-Can Sun y colaboradores en 
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el 2000 (1) (tolueno/etanol en relación volumétrica 2:1), a una temperatura de 
operación de 110°C.  Como parámetro indicador de la concentración de solubles, 
en el solvente se utiliza el índice de refracción, sacando muestras a diferentes 
tiempos.  Una vez extraídos los compuestos solubles, el solvente es recuperado 
en un rota-evaporador mecánico a una temperatura de 40 ºC,  para así facilitar la 
separación de la lignina y de las sustancias húmicas,  posteriormente al residuo se 
le agregó agua en proporción 4:1 (4 ml de agua por cada ml de extracto), y se 
mantuvo  en  agitación  constante  por  una  hora  a 60°C, posteriormente la 
mezcla  se filtró  al  vacío  con  papel  filtro  Whatman  no. 40, se lavó el producto 
con 50 mL de Etanol/Agua, relación volumétrica 2:1,  en el  filtrado resultante 
(solución de color amarillo) (15)(43)  es  posible  encontrar ácidos fúlvicos  (Fig. 9). 
(3)  
 
La solución resultante se precipitó con bicarbonato de sodio hasta  pH 7, se agitó  
y se dejó en reposo por 24 horas a 4ºC, luego de este tiempo se observó que se 
formó un precipitado amarillo (Fig. 9) y posteriormente se evaporó el etanol a una 
temperatura de 40ºC para evitar que los posibles ácidos fúlvicos se convirtieran en 
ácidos húmicos por el aumento de temperatura. (24) 
 
 
Figura 9.  Posibles Ácidos Fúlvicos extraídos por método Run-Can Sun 
 
 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola. 2012 
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4.3.2  Aislamiento y Extracción de posibles Ácidos Fúlvicos por adición de 
NaOH y AlCl3  
 
Para proceder a realizar la extracción por este método se pesó aproximadamente 
300 gramos de carbón lignito, y se agregó  1 Litro  de NaOH 2 M,  en presencia de 
NaCl 3%  verificando que el pH estuviera en 13  y se agitó durante  1 hora, se dejó 
en reposo esta solución por 24 horas, luego de este tiempo se formaron dos fases 
una sólida que contenía posiblemente huminas y minerales y otra líquida que 
contenía posiblemente los ácidos húmicos y ácidos fúlvicos aún sin separar, 
seguidamente se llevó esta mezcla a pH 1 con aproximadamente 800 ml de HCl y 
se agitó, para separar por precipitación los probables ácidos húmicos de los ácidos 
fúlvicos que quedaron en el líquido sobrenadante. (4) 
 
Luego de 24 horas se realizó una filtración y se tomó la solución que contiene los 
posibles ácidos fúlvicos y se llevó a pH 5 con una solución de AlCl3  y NaOH en 
una relación volumétrica 1:2, esta solución se almacenó en nevera a 4ºC por 24 
horas, finalmente se formó un precipitado amarillo – marrón (Fig. 10) (15)(43) que 
se filtró y se obtuvieron los posibles ácidos fúlvicos sólidos. (5) 
 
Figura 10.  Precipitación de posibles Ácidos Fúlvicos por AlCl3 a pH 5 
 
 
 
    Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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4.3.3  Aislamiento y Extracción de posibles Ácidos Fúlvicos por adición de 
NaOH y FeCl3  
 
La extracción en el laboratorio  se llevó a cabo pesando aproximadamente 300 
gramos de un carbón lignito,  se adicionó 1 Litro de NaOH 2.0 M en presencia de 
NaCl al 3%, se verificó que el pH  estuviera en 13 y se agitó continuamente con un 
agitador de hélice durante 1 hora.   Se dejó reposar esta solución durante 24 horas 
para extracción de sustancias húmicas, como producto del proceso se obtuvieron 
dos fases una insoluble que contenía probablemente huminas  y minerales y otra 
soluble que contenía los posibles ácidos húmicos y ácidos fúlvicos, se realiza esta 
extracción 3 veces, luego se filtró el líquido sobrenadante y éste se ajustó a pH 1 
con HCl 4M, se agitó nuevamente la solución y se dejó en reposo por 24 horas. (4) 
 
Luego de transcurrido este tiempo se formaron nuevamente dos fases, la fase 
sólida contiene los probables ácidos húmicos y el sobrenadante contiene los 
posibles ácidos fúlvicos, posteriormente  esta solución se ajustó a pH  5 con FeCl3,  
y se  almacenó a 4ºC  por 24 horas, finalmente se formó un precipitado amarillo 
oscuro (Fig. 11) (14)(53) que se filtró  y que correspondió  probablemente a los 
ácidos fúlvicos sólidos. (4) 
 
Figura 11.  Precipitación de posibles Ácidos Fúlvicos por FeCl3  a pH 5 
 
 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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4.4  DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE  (%) DE RENDIMIENTO   
 
A los posibles ácidos fúlvicos obtenidos por cada método de extracción se les 
determinó el porcentaje de rendimiento.  
Porcentaje de Rendimiento. Se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación: 
           % rendimiento = g         g. del extracto        oX 100       (Ecuación 1) 
                                             g del carbón lignito 
 
 
4.5  DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE  
 
A los posibles ácidos fúlvicos obtenidos por aislamiento y extracción se les 
determinó su actividad antioxidante.  
 
La evaluación de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos, se realizó a 
través de la técnica de secuestramiento de radicales libres (método de DPPH·), 
basado en la metodología descrita por Brand-Willians et al., (1995) modificado.  El 
radical libre 2,2–difenil–1–picrilhidrazilo (Figura 12) es de color violeta. En este 
ensayo de capacidad antioxidante o de “atrapamiento” de radicales libres (Fig. 12), 
el DPPH· fue reducido por un antioxidante/compuesto reductor  a la 
correspondiente hidracina que es de color amarillo pálido (Magalhães et al., 2008). 
A 2,0 mL de una solución metanólica de DPPH, ajustada hasta tener una 
absorbancia de 0,9 se le añaden 1,0 mL del extracto acuoso u orgánico de la 
muestra.  Se midió la absorbancia a 517 nm hasta que la reacción se estabilizó 
aproximadamente en 15 min. (47) 
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Figura 12. Reacción del radical libre 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo con un antioxidante 
(Molineux 2004) (70)  
 
La actividad se midió en un espectrofotómetro jenway modelo 6405 serial No. 
4063, usando celdas de cuarzo. 
 
La metodología desarrollada fue la siguiente: 
 
1- Preparación de soluciones:  
 
Preparación de la solución de DPPH·: Se pesó 3,9 mg de DPPH· en un matraz 
aforado previamente tarado y cubierto con aluminio, y se disolvió en 100 mL de 
metanol.  Esta solución se preparó el mismo día de realización del ensayo debido 
a que se degrada fácilmente por efectos de la luz. Posteriormente, la solución se 
trasfirió a un frasco ámbar también envuelto en papel aluminio. 
 
Preparación de Trolox: Se preparó una solución stock 800 µM (micromoles) 
disolviendo 2,0 mg de acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2- carboxílico 97% 
(Trolox) de Aldrich Chemical Co, en 10 mL de metanol, se prepararon diluciones 
de trolox con rangos de concentración de 100 a 800 µM (micromoles), con el fin de 
realizar la curva de calibración. Como blanco de calibración del equipo se empleó 
metanol. 
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Preparación del ácido ascórbico: Se preparo un solución stock 0,1 µg/ml 
disolviendo 5µg  de acido ascórbico en 50 ml de metanol, luego se prepararon 
diluciones con rangos de concentración entre 0,005 y 0,06 µg/ml, como blanco del 
equipo se preparo metanol. 
 
2- Preparación de la curva de calibración:  
 
A 2,0 mL DPPH· se le  adicionaron 0,1 mL de cada una de las diluciones de 
Trolox;  la medición se  realizó a 517 nm, y el porcentaje  de inhibición se calculó 
con base en la  siguiente ecuación: 
 
           % de inhibición =   A inicial – A final   X 100    (Ecuación 2) 
                                                A inicial            
             
El porcentaje de inhibición muestra la pérdida de color violeta del radical DPPH· 
que es reducido por antioxidantes / compuestos reductores, disminuyendo así  la 
absorbancia  de la solución, que es medida a 517 nm; la absorbancia inicial  se 
toma en el minuto cero sin adición de trolox, la absorbancia final se toma 8 
minutos después de agregar el trolox. (47)  
 
3- Medición de la inhibición generada por el patrón:  
 
A 2,0 mL DPPH· se le  adicionaron 0,1 mL de cada una de las diluciones de ácido 
ascórbico;  la medición se  realizó a 517 nm, y el porcentaje  de inhibición se 
calculó con la misma ecuación empleada para realizar la curva de calibración. 
 
4. Medición de la actividad antioxidante de los extractos: 
 
En una celda de cuarzo se agregó  2,0 ml del radical DPPH• se midió la  
absorbancia a 517nm, luego se adicionó 1 ml de la dilución del extracto y 
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nuevamente se midió la absorbancia final a la misma longitud de onda 15 minutos 
después. 
 
5- Determinación de la actividad total equivalente a trolox: 
 
Determinación de  la actividad total equivalente a trolox: La  actividad antioxidante 
total frente al catión radical DPPH●  fue calculada mediante la Ecuación 3; el 
TEAC   equivale a decir la  concentración de Trolox  en µM/mL (micromoles por 
mililitro), con una capacidad antioxidante equivalente a la de una concentración 1 
µM/mL de la sustancia problema (33). Para efectos de comparación se calculo el 
TEAC de acuerdo a Overveld (32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          µM Eq. Trolox/mL muestra =                   X                       X      (Ecuación 3)          
                                                              m X mL muestra X 1000                      
                     
Dónde: 
 
µM: micromoles 
m: pendiente de la ecuación de la curva de calibración 
X: A inicial – A final 
 
4.6  UV/ VISIBLE 
 
Los espectros de UV/VISIBLE de los posibles ácidos fúlvicos extraídos por los 
métodos de Run-Can Sun, NaOH-AlCl3  y NaOH-FeCl3 se obtuvieron en un 
intervalo de longitud de onda de 200 a 900 nm.  Para realizar una caracterización 
más confiable de los ácidos fúlvicos se realizan espectros UV/VISIBLE, ya que por 
su gran tamaño estructural  y gran polimerización que presentan es difícil dilucidar 
cada una de sus estructuras pues estas tienen propiedades muy similares, este 
tipo de identificación se ha realizado a través de muchas investigaciones para 
sustancias húmicas. (6)(8)(48) 
 47 
 
La producción de bandas de absorción de radiación, en el sector del UV-VISIBLE, 
cuando se analizan las sustancias húmicas (SH), es originada por la presencia en 
las moléculas de anillos aromáticos, dobles enlaces u orbitales electrónicos 
deslocalizados, que poseen bajas energías de excitación. Un registro de estas 
bandas permite calcular la magnitud de la absorción para diferentes longitudes de 
onda en esta región del espectro. La aplicación de estas mediciones ha dado 
origen a algunos métodos de caracterización de las SH entre los cuales se 
mencionan: (49) 
 
Relación E4/E6: es definida como la relación entre la absorbancia a 465 y 665 
nm, respectivamente de una solución de ácidos húmicos o fúlvicos en NaHCO3 
amortiguado a pH 8,2 (Kononova, 1966).  La interpretación de esta relación indica 
que valores bajos de la misma, implican un alto grado de aromaticidad, en tanto 
que valores altos indican un mayor contenido de cadenas alifáticas. Al respecto, 
Chen et al. (1977), señalaron que esta relación presenta una alta correlación con 
el contenido de radicales libres, O, C y COOH, la acidez total y el peso molecular 
del material. (49) 
 
Procedimiento: Se tomó como rango bandas entre 280 nm a 300 nm, luego se 
realizó un barrido al blanco propuesto para los ácidos fúlvicos extraídos por Run-
Can Sun (etanol) y para los ácidos  fúlvicos extraídos por NaOH (agua destilada), 
luego se realizó el barrido para cada una de las muestras, allí se pudieron 
visualizar los espectros resultantes que confirmaron la posible presencia de los 
ácidos fúlvicos extraídos.  (6(8)(48) 
 
Los análisis realizados a las muestras  se realizaron en un espectrofotómetro 
jenway modelo 6405 serial No. 4063, usando celdas de cuarzo. 
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4.7  ESPECTROSCOPÍA DE INFRARROJO (IR) 
 
Los espectros de infrarrojo se obtuvieron a partir de muestra sólidas de ácidos 
fúlvicos, en un rango de 4000 a 400 cm-1, ya que en esta región se encuentran las 
principales bandas de vibración de los diferentes grupos funcionales que forman 
las sustancias húmicas  y que estuvieron presentes en las muestras, luego con 
esta información se relacionó su comportamiento. (6) 
 
Procedimiento con Pastilla de KBr prensada: Esta técnica se establece sobre la 
base de la propiedad que posee el bromuro de potasio de formar discos 
transparentes cuando el material en polvo y seco  es sometido a  presión con 
aplicación simultánea de vacío. (49)   
 
Los análisis de IR se realizan a los ácidos fúlvicos ya que en ellos se encuentran 
un conjunto de estructuras con propiedades muy similares y esta es una de las 
formas más usada para identificación de sustancias húmicas.  (6)(8)(48) 
 
La presencia en los ácidos fúlvicos, de grupos funcionales capaces de absorber 
radiación en el sector IR, ha convertido esta técnica en una valiosa herramienta 
para estudiar la naturaleza, reactividad y arreglo estructural de las mismas. 
Permite además, detectar la presencia o ausencia de proteínas y carbohidratos o 
de impurezas inorgánicas.  El análisis de los espectros IR fue usado por 
Stevenson y Goh (1971) para clasificar las sustancias húmicas en cinco grupos 
con base en el tipo de grupos funcionales detectados. (49)(50) 
 
El manejo de la muestra se realizó en un medio que no interfirió en la muestra 
utilizando KBr y se aseguró que estuviera completamente seco.  Se preparó la 
muestra sólida de los ácidos extraídos por Run-Can Sun y NaOH  en un mortero 
de Agatha, (este mortero es completamente liso y no permite que nada  de la 
mezcla preparada quede adherida a el), luego se tomó  1 mg de muestra 
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mezclada con 100 mg de KBr, y se lograron discos transparentes o traslúcidos de 
excelente trasmisión en la zona IR  y cuyas bandas de absorción entre 4000 y 400 
cm-1 correspondieron a la  muestra.  (51) 
 
Los análisis de IR hechos a las muestra de los posibles ácidos fúlvicos extraídos  
se realizaron en un Espectrofotómetro de FTIR, modelo Tensor 27 marca Bruker. 
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5. RESULTADOS 
 
 
5.1  PORCENTAJE DE RENDIMIENTO 
 
 
Los datos del  porcentaje de rendimiento que aparecen en la Tabla No. 3 son el 
producto de 3 réplicas de los métodos utilizados para la extracción de los posibles 
Ácidos Fúlvicos  calculados con la ecuación No. 1 
 
Tabla No. 3 Rendimiento del proceso de extracción 
 
Método de Extracción Ácidos Fúlvicos 
 
% de rendimiento 
 
1. Método de extracción por Run-Can Sun 
 
29,0% ± 0,01 
 
2. Método de extracción por NaOH y AlCl3 
 
39,0% ± 0,01 
 
3. Método de extracción por NaOH y FeCl3 
 
37,0% ± 0,01 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
Los datos  reportados en la Tabla No. 1 en porcentaje (gramos de posibles ácidos 
fúlvicos por cada 100 g de muestra) muestran que el rendimiento de los posibles 
ácidos fúlvicos extraídos se obtuvo entre 28,0%  y   30,0%  para la extracción por 
el método Run-Can sun; 38,0%  y  40,0% para la extracción por el método de 
NaOH - AlCl3 y 36,0%  y  38,0%  para la extracción por el método de NaOH - 
FeCl3.  
 
5.2  ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
 
La actividad antioxidante se definió  según  los procedimientos establecidos en el 
numeral 4.5.1 determinando el porcentaje de inhibición que presentaron los 
posibles  ácidos fúlvicos frente a un patrón. (47) 
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5.2.1  Preparación de la curva de calibración y comparación.  Con el fin de 
expresar los resultados de actividad antioxidante en términos de µM equivalentes 
de trolox/mL,  se realizó la curva de calibración con  soluciones  de trolox en 
concentraciones de 100 a 800 µM y  se realizó la medición del porcentaje de 
inhibición empleando la ecuación 2.  Los resultados  de la medición del porcentaje 
de inhibición se encuentran  en la Tabla 4 corroborando una efectividad del trolox 
entre un 19% y un 79% para las concentraciones evaluadas.  
 
 
 
 
 
 
 
Tabla No. 4  Porcentaje de inhibición del radical DPPH• empleando Trolox 
TROLOX µM Absorbancia inicial 
(517 nm) 
Absorbancia Final (517 
nm) 
% de 
inhibición 
100 0,903 0,729 19,0 
200 0,910 0,691 24,0 
400 0,907 0,522 42,0 
600 0,899 0,345 62,0 
800 0,907 0,187 79,0 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
 
 
 
 
 
 
Partiendo de los datos obtenidos de la inhibición de DPPH•, por parte del  trolox, 
se construyó una curva de calibración  (Graf. 2), que permite  verificar la 
dependencia lineal del % de inhibición  del radical Vs la concentración del trolox 
obteniéndose un R2 de 0,996. 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 2.  Curva de calibración del porcentaje de inhibición Vs concentración Trolox. 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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5.2.2 Determinación de la actividad antioxidante de Vitamina C frente a 
Frente a DPPH•.  También de determinó  la actividad del acido ascórbico 
(vitamina C) en concentraciones de 0,005 a 0,06 µg/ml (Tabla No. 5), para tomarlo 
como patrón de comparación en cuanto a porcentaje de inhibición. 
 
 Tabla No. 5 Determinación de la actividades  antioxidante de Vitamina C frente a DPPH• 
Vitamina C 
(µg/mL) 
Vitamina C 
(ppm) 
Absorbancia 
Inicial (517 nm) 
Absorbancia 
Final (517 nm) 
Inhibición DPPH 
(%) 
0,005 5 0,902 0,603 33,1 
0,01 10 0,891 0,527 40,9 
0,02 20 0,908 0,443 51,2 
0,04 40 0,910 0,186 79,6 
0,06 60 0,900 0,016 98,2 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de la 
vitamina C se elaboró la Gráfica 3,  que nos permite corroborar un comportamiento 
lineal de la misma. 
 
Gráfica 3.  Curva de calibración del porcentaje de inhibición Vs Vitamina C 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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5.2.3   Actividad  antioxidante  de  los  ácidos  fúlvicos  extraídos.  En  la 
Tabla No. 6 se encuentran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante  
de los extractos obtenidos,  en ella se describe el tipo de extracto, concentración  
inicial, diluciones  evaluadas, el cálculo del porcentaje de inhibición obtenido de las  
dos replicas para cada dilución, el  promedio y la desviación estándar 
correspondiente. 
 
La reducción por el antioxidante muestra el cambio del color violeta del radical 
DPPH• a un color amarillo pálido (Fig. 13). 
 
 
 
 
 
 
                                    Figura 13.  Reducción del radical  DPPH• 
                                               
                                      Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
Tabla No. 6 Actividad antioxidante de los posibles ácidos fúlvicos extraídos  
Extracción por  Run-Can Sun (µg/mL) Extracción  por NaOH 
Concentración 
(µg/mL) 
% de  
inhibición 
Concentración 
(µg/mL) 
% de  
inhibición 
500 
 
Promedio 
Desviación estándar 
78,9 
78,8 
78,9 
0,1 
347 
 
Promedio 
Desviación estándar 
69,1 
68,0 
68,6 
0,5 
250 
 
Promedio 
Desviación estándar 
45,5 
45,9 
45,7 
0,2 
250 
 
Promedio 
Desviación estándar 
36,1 
35,0 
35,6 
0,6 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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5.2.4 Determinación de la actividad equivalente a trolox de los extractos 
(TEAC).  La actividad antioxidante total, se calculó de acuerdo al numeral 4.5.1,  
según la  Ecuación 3, tomando como base la ecuación de la recta de  calibración: 
y = 0,0009x + 0,0809, los resultados son plasmados  en la Tabla No. 7  y se 
reportan en equivalentes trolox/ml de muestra. 
 
Tabla No. 7 Actividad antioxidante total 
Posibles Ácidos Fúlvicos por Run-Can Sun Posibles Ácidos Fúlvicos por NaOH 
Concentración 
(µg/mL) 
% de 
Inhibición 
µM 
equivalente a 
trolox/mL 
Concentración 
(µg/mL) 
% de 
Inhibición 
µM 
equivalente 
a trolox/mL 
500 78,9 0,70 347 68,6 0,58 
250 45,7 0,34 174 35,6 0,26 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
En la Gráfica 4 se muestra el comportamiento que presenta el radical DPPH• 
frente a trolox y una muestra extraída de carbón en concentración de 600µg/mL 
 
Gráfica 4. Cinética del radical DPPH• frente a trolox y una muestra extraída de carbón lignito 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
En la Tabla No. 8  se realiza una comparación del valor calculado de TEAC para la  
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flavonoides con alta capacidad antioxidante como la quercitina, o ácidos fenólicos 
de mediana capacidad antioxidante como el ácido caféico. (52) 
 
Tabla No. 8 Comparación del valor calculado del TEAC con los posibles ácidos fúlvicos 
extraídos 
EXTRACTO TEAC (µM) 
Ácidos fúlvicos por Run-Can Sun 0,70 
Ácidos fúlvicos por NaOH 0,58 
Quercitina 4,70 
Ácido Caféico 1,26 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
5.3  UV/VISIBLE 
 
 
 
 
 
 
 
En las Gráficas  5, 6, 8 y 9  se observan  espectros característicos de los ácidos 
fúlvicos, los cuales se obtuvieron disolviendo los posibles ácidos fúlvicos sólidos 
extraídos por cada método,  en el caso del método de Run-Can Sun (Graf 5 y 6) 
se diluyó con etanol, y para los ácidos fúlvicos extraídos por NaOH-AlCl3  y NaOH-
FeCl3  (Graf 8 y 9), se diluyeron con agua.  Gracias a la diversidad de grupos 
funcionales  que tienen los ácidos fúlvicos, éstos absorben en todo el rango del 
espectro UV/ VISIBLE. (49) 
 
Si se observa el espectro UV/VISIBLE  a simple vista no puede proporcionar 
mucha información, pero la relación de absorbancias a 465 y 665 nm, llamada 
relación E4/E6 (cociente resultante de la relación de absorbancias en 465 nm y 665 
nm) (Graf 7 y 10), utilizada en la caracterización de sustancias húmicas, conlleva a 
una caracterización  de las sustancias húmicas que se tienen.  (49) 
 
En 1977 se demostró la relación de E4/E6  que aumenta con el descenso del 
tiempo de humificación, poca edad de sustancias húmicas (residencia del material 
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húmico),  bajo grado de condensación, bajo peso molecular y bajo grado de 
aromaticidad propuesta por Kononova en 1966, para ácidos fúlvicos. Con lo 
anterior la relación para ácidos fúlvicos va de  6,0  a  8,5 (Tabla No.9) y los 
húmicos con relación de 3,0  a  5,0. (49) 
 
Gráfica 5. Espectro de UV/VISIBLE de soluciones  de posibles ácidos fúlvicos extraídos por 
Run-Can Sun en solución   
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
Gráfica 6. Espectro de UV/VISIBLE de soluciones  de posibles ácidos fúlvicos extraídos por 
Run-Can Sun  solución realizada después de  precipitación  
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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Gráfica 7. Espectro de UV/VISIBLE de posibles ácidos fúlvicos extraídos por Run-Can Sun  
en solución con NaHCO3 para relación E4/E6 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
 
Gráfica 8. Espectro de UV/VISIBLE de soluciones  de posibles ácidos fúlvicos extraídos por 
NaOH-AlCl3 
 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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Gráfica 9. Espectro de UV/VISIBLE de soluciones  de posibles ácidos fúlvicos extraídos por 
NaOH-FeCl3 
 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
Gráfica 10. Espectro de UV/VISIBLE de posibles ácidos fúlvicos extraídos por NaOH  en 
solución con NaHCO3 para relación E4/E6 
 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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Tabla No. 9 Resultados relación E4/E6 determinada a partir de medidas de absorbancia UV-
VISIBLE. 
 
MUESTRA RELACIÓN E4/E6 
Posibles ácidos fúlvicos por Run-Can Sun 7.57 
Posibles ácidos fúlvicos por NaOH 7.78 
 
Kononova (1982) describe el valor E4/E6 como una relación inversamente 
proporcional al grado de condensación de la red aromática carbonada de las 
sustancias húmicas y, por tanto, una baja relación E4/E6; es indicativo de un alto 
grado de condensación de estructuras aromáticas. Inversamente, una alta relación 
E4/E6 reflejará un bajo grado de condensación aromática e infiere la presencia de 
proporciones relativamente grandes de estructuras alifáticas (Stevenson, 1994). 
Para los ácidos fúlvicos el intervalo está entre 6 y 8,5 y para los ácidos húmicos, 
indica valores comprendidos entre 3 y 5,5. (53) 
 
A continuación se muestran algunos espectros de UV/VISIBLE de ácidos fúlvicos 
encontrados en investigaciones realizadas: 
 
Gráfica 11. Espectro de UV/VISIBLE de una solución acuosa del ácido fúlvico estándar Elliott 
Soil 1x10-7 en el análisis y caracterización de ácidos fúlvicos  
 
 
Fuente:http://www.uaeh.edu.mx/docencia/Tesis/icbi/licenciatura/documentos/Analisis20 
y%20caracterizacion %20de% 20acidos.pdf  
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Gráfica 12. Espectro de UV/VISIBLE para valoración de Pb2+ 5 x 10-5 M con ácido fúlvico 
estándar Elliott Soil 0.001 M en el análisis y caracterización de ácidos fúlvicos y su 
interacción con algunos metales 
 
Fuente:http://www.uaeh.edu.mx/docencia/Tesis/icbi/licenciatura/documentos/Analisis20 
y%20caracterizacion %20de% 20acidos.pdf 
 
5.4  ESPECTROSCOPÍA DE INFRARROJO (IR) 
 
De todas las bandas que se observaron en los espectros de IR de los posibles 
ácidos fúlvicos extraídos por los diferentes métodos se escogieron las 
correspondientes a los grupos funcionales más significativos,  se analizó  la 
relación entre intensidad, diferencia en composición y reactividad química.  Se 
escogieron las bandas que aparecen en 1722 a 1605 cm-1, 1316 a 1409 cm-1, y 
1240 a 1280 cm-1,  caracterizando e identificando con estos espectros de los 
posibles  ácidos fúlvicos obtenidos.  
 
En la Tabla No. 10 se describen y asignan las señales que se encuentran en los 
infrarrojos realizados a los posibles ácidos fúlvicos extraídos por los métodos 
antes mencionados. 
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Tabla No. 10 Asignación de las bandas de absorción de los espectros de infrarrojo de los 
posibles ácidos fúlvicos extraídos por los métodos Run-Can Sun, NaOH-AlCl3  y NaOH-FeCl3. 
 
Banda de Absorción cm-1   Asignación de la señal 
3400 - 3300 Se encuentran vibraciones de tensión de O-H en alcoholes, 
fenoles y cadenas alifáticas 
2940 - 2900  Tensión asimétrica C-H en –CH3 y –CH2 
1725 - 1700 Tensión del C=O en –COOH 
 
1600 1630 
Tensión C=C en aromáticos, tensión asimétrica del –COO, C=O , 
dobles enlaces 
 
1400 - 1360 
Flexión del O – H de alcoholes, ácidos carboxílicos y fenoles, o 
deformaciones de –CH2 y CH3 
1280 - 1200 Tensión del C – O y deformación O – H del COOH 
1200 - 1050  Deformación de O – H y tensión del C – O en polisacáridos, 
grupos fenólicos y alcohólicos, o Si – O impurezas 
940 - 800 Flexión del C – H aromático fuera del plano 
Fuente: MELO LOPEZ, Leticia. (2006). (28); Vanloon. (2000) (65) 
 
Gráfica 13.  Espectro IR de los posibles ácidos fúlvicos extraídos por el Método de Run-Can 
Sun 
 
 
                                                                              
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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Gráfica 14.  Espectro IR de los posibles  ácidos fúlvicos extraídos por el Método de NaOH – 
AlCl3 
 
 
 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
 
 
Gráfica 15.  Espectro IR de los posibles ácidos fúlvicos extraídos por el Método de NaOH – 
FeCl3 
 
 
                                                                                 
Fuente: SANCHEZ, Diana Paola.  2012 
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A continuación se muestran algunos espectros de IR de sustancias húmicas 
encontradas en diferentes investigaciones realizadas: 
 
Gráfica 16. Espectro de IR de un ácido húmico (a) y de un ácido fúlvico (b) de un suelo 
 
 
 
Fuente: Moturi, 1991.  (66) 
 
 
Gráfica 17. Análisis y caracterización de ácidos fúlvicos y su interacción con algunos 
metales 
 
 
Fuente:http://www.uaeh.edu.mx/docencia/Tesis/icbi/licenciatura/documentos/Analisis20 
y%20caracterizacion %20de% 20acidos.pdf 
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Gráfica 18. Espectro IR del extracto húmico obtenido mediante extracción con álcali a partir del Carbón de 
bajo rango. 
 
 
 
Fuente: www.revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/.../23722 
 
Gráfica 19.  Espectros IR-TF de tres órdenes de suelos Venezolanos 
 
 
Fuente: Rivero et al.,1998.  (61) 
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6.  DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
➢ Es importante resaltar  según la  Tabla No. 3, que aunque por los métodos  
2  y 3 se obtiene mayor cantidad de posibles ácidos fúlvicos estos 
presentan inconvenientes en la solubilidad por la quelación que se forma 
con los metales   Fe   y   Al   siendo parcialmente insolubles, lo que no 
permite la completa utilización de estos ácidos fúlvicos en solución.  
 
➢ En la figura 12 y 13 se observa como los posibles ácidos fúlvicos extraídos, 
neutralizan la acción oxidante de los radicales libres por la liberación de 
electrones del radical DPPH• y esto se puede visualizar en el cambio de 
color, el radical fue reducido a la correspondiente hidracina que es  de color 
amarillo claro.  
 
➢ Los valores de Inhibición y TEAC calculados para los posibles ácidos 
fúlvicos  obtenidos por ambas técnicas (Tabla No. 6) son similares en todos 
los puntos evaluados, siendo un poco más altos  los  obtenidos para la 
técnica  Run-Can Sun.   
 
➢ Se puede deducir  que la capacidad antioxidante de los posibles ácidos 
fúlvicos extraídos por el método de Run-Can sun,  expresada en términos 
de TEAC es media y comparable a la del ácido caféico, tomando en cuenta 
que las concentraciones comparadas no son las que logran mas del 90% 
de inhibición;  esto  puede ser debido a la presencia de   derivados de 
fenilpropanoides, fenoles o sustancias donadoras de protones en la  
composición de los ácidos. Comparando el porcentaje de inhibición logrado 
por los extractos contra la inhibición obtenida por el patrón de acido 
ascórbico, los resultados obtenidos por las muestras analizadas fueron un 
poco bajos, sin embargo se debe tener en cuenta que el acido ascórbico es 
una sustancia con una gran capacidad antioxidante, y las muestras 
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analizadas no se encontraban en estado puro, es decir aquellas sustancias 
que podrían haber tenido capacidad antioxidante, pueden estar ligadas a 
otras que pueden interferir con esta propiedad.(57) 
 
➢ La evaluación de la actividad antioxidante por la técnica  de decoloración 
del DPPH•,  aporta resultados que poseen un alto grado de confiabilidad, 
sin embargo no es una técnica definitiva, siempre se hace necesario 
comprobar por otras metodologías cuando el fin es descartar o aprobar una 
sustancia como antioxidante, teniendo en cuenta que la efectividad de un 
antioxidante depende de variedad de factores que incluyen, la polaridad, 
solubilidad, actividad quelante entre otras. 
 
➢ Los  espectros UV/VISIBLE  de los posibles ácidos fúlvicos extraídos por el 
método de Run-Can Sun, en solución con NaHCO3 (Graf. 7) como los 
espectros obtenidos de los posibles ácidos fúlvicos extraídos por el método 
de NaOH (Graf. 10)  presentan una relación   E4/E6  alta (Tabla No. 9), lo 
que  indica que tienen un corto tiempo de residencia y bajo grado de 
condensación, esto conlleva a deducir que posee menor  peso molecular 
con más estructuras alifáticas que aromáticas, características  propias de 
los ácidos fúlvicos.  
 
➢ Para los espectros resultantes de los ácidos fúlvicos obtenidos por los 
métodos de Run-Can Sun (Graf. 7) y  NaOH (Graf. 10), en solución con 
NaHCO3 se obtuvieron valores muy similares(Tabla No. 9), en sus  
relaciones de E4/E6, con una relación alta, lo que nos conlleva a dilucidar 
que poseen estructuras de ácidos fúlvicos. 
 
❖ Los espectros UV/VISIBLE de los ácidos fúlvicos extraídos por los métodos 
de Run-Can Sun y NaOH, presentan tendencias muy similares a literatura 
 67 
 
encontrada en métodos de extracción de ácidos fúlvicos.(Graf. 7 y 10). (28). 
Partiendo de los valores de relación de E4/E6  se concluyó que los ácidos 
fúlvicos poseen un corto tiempo de residencia  es decir su edad promedio u 
origen no es tan antiguo, presentando un bajo grado de condensación lo 
que hace referencia a que su estructura es más alifática con un peso 
molecular menor.   
 
❖ La banda de absorción que se encuentra a 1722 cm-1  - 1605 cm-1  (Graf 13, 
14 y 15), suministran la información necesaria para realizar la 
caracterización de los ácidos fúlvicos, ya que esta señal muestra una 
tendencia a ser más débil al aumentarse la intensidad de color de las 
soluciones, y que además muestra una progresiva disminución de los 
grupos COOH. 
 
❖ Las bandas de absorción entre 1430 y 800 cm-1  (Graf 13, 14 y 15) 
muestran señales que pertenecen a las huellas dactilares, que son únicas 
para cada sustancia, siendo un poco difícil Su identificación y 
correspondiente asignación ya que pueden ser señales de interacciones 
poliatómicas de la molécula analizada. 
 
❖ El espectro IR de las Gráficas 13, 14 y 15  presentan bandas muy similares 
esto debido a que provienen de un mismo sustrato, sin embargo sus 
bandas no son totalmente iguales ya que dentro de la misma mina carbón 
pueden presentarse diferentes tipos de sustancias húmicas, además existe 
un alto de grado de influencia el método por el cual se extrajeron las 
muestras. 
 
❖ En los diferentes espectros que se encontraron en la literatura se puede 
observar que sus bandas difieren de tamaño e intensidad, esto debido a 
que los ácidos fúlvicos extraídos provienen de sustratos muy diferentes, no 
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obstante al analizar las bandas estas se encuentran dentro de los rangos 
establecidos para las sustancias húmicas, alrededor de 3400, 1600, 1300 y 
1000 ondas/cm-1 (Dick et al.,2002); estas bandas corresponden a los 
grupos funcionales esperados, que incluyen grupos OH en fenoles, 
alcoholes y polisacáridos, grupos C = O y COOH, C = C en compuestos 
aromáticos y N-H; además, hay evidencia de aromaticidad y de uniones 
covalentes en unidades alifáticas  (Gráfica 16, 17, 18  y 19). 
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7. CONCLUSIONES 
 
❖ A partir de los resultados obtenidos en las porcentajes de rendimiento por 
los métodos utilizados para extracción de  ácidos fúlvicos, se encontró que 
el método por NaOH con precipitación por metales Al y  Fe,  presenta un 
mayor rendimiento en la extracción que el método por Run-Can Sun, sin 
embargo se debe tener en cuenta que la solubilidad no fue completa para la 
soluciones preparadas con los posibles ácidos fúlvicos en forma sólida 
obtenidos por este primer método, lo que no permitió identificar una 
medición total de su actividad antioxidante. 
 
❖ La quelación formada para la extracción de ácidos fúlvicos en los métodos  
de NaOH-AlCl3 y NaOH-FeCl3  aumenta la cantidad de posibles ácidos 
fúlvicos extraídos pero hizo que como resultado se presentaran posibles 
ácidos fúlvicos parcialmente solubles, lo que afectó en la medición real de 
su actividad antioxidante.  
 
❖ Partiendo de los valores reportados en la relación de E4/E6  para los 
posibles ácidos fúlvicos extraídos por los métodos de Run-Can Sun, NaOH-
AlCl3 y NaOH-FeCl3, se concluyó que los posibles ácidos fúlvicos poseen 
un corto tiempo de residencia  es decir su edad promedio u origen no es tan 
antiguo, presentando un bajo grado de condensación lo que hace referencia 
a que su estructura es más alifática con un peso molecular menor.   
 
❖ Los espectros de absorción UV/VISIBLE  revelan  el carácter multifuncional 
de los posibles ácidos fúlvicos extraídos, es decir, debido a la variedad de 
grupos funcionales de las moléculas que estos presentan  muestran 
espectros que absorben en toda la región UV y VISIBLE.  
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❖ La capacidad antioxidante de los  extractos de los posibles ácidos fúlvicos 
obtenidos por los métodos de Run-Can Sun y NaOH, equivalente términos 
de TEAC es media haciendo una comparación con el TEAC que presenta el 
ácido caféico, además se debe tener en cuenta que debido a la poca 
solubilidad que presentaron los extractos no se pudo tener una mayor 
concentración y obtener unos mejores resultados de la actividad 
antioxidante, pero se puede deducir que podría llegar hasta un 90% de 
inhibición en su actividad antioxidante, observando la tendencia lineal que 
tienen las curvas de calibración del Trolox y la Vitamina C, frente al radical 
DPPH•. 
  
❖ Las señales identificadas en los infrarrojo de los ácidos  fúlvicos extraídos 
por los métodos de Run-Can Sun, NaOH-AlCl3  y NaOH – FeCl3  muestran 
las bandas de absorción características de los ácidos fúlvicos, las bandas 
observadas son consistentes con la presencia de los grupos químicos 
esperados, incluyendo grupos OH – fenólicos y alifáticos, grupos carbonilo y 
carboxilo.  Además hay pruebas de aromaticidad y de uniones covalentes 
en unidades alifáticas. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
❖ Realizar la extracción y purificación de ácidos fúlvicos por liofilización sin 
quelación, ya que esto puede afectar los resultados obtenidos en la 
actividad antioxidante. 
 
❖ Determinar  la  actividad  antioxidante  para  ácidos  fúlvicos  por  otro 
método   utilizado  y  descrito  en  la literatura  como  es  el  realizado  con  
el radical ABTS•  ya que este antioxidante es muy utilizado en diversas 
metodologías encontradas para muchos  artículos de investigación. 
 
❖ Evaluar la quelación para extracción de ácidos fúlvicos con otros elementos 
metálicos como: magnesio, cinc, cobre, manganeso  y  plomo, dirigiendo la 
investigación hacia la quelación indicando los pros y contras de este 
proceso. 
 
❖ Para tener una mayor certeza en la identificación de ácidos fúlvicos 
extraídos, se recomienda realizar otros análisis de investigación como 
resonancia de spin electrón (RSE), resonancia magnética nuclear (RMN), 
rayos X, pirolisisespectrometría de masas (P-EM), microscopía electrónica, 
termogravimetría-Infrarrojo (TG-IFTR), punto de focalización isoeléctrica 
(PFI), electroforesis capilar, viscosimetría, cromatografía y Potenciometría 
diferencial de barrido (DSP). 
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